VERTR/I 



AjlBER DIE INTERNATIONALE Z A.MMENARBEIT 

^UF DEM GEBIET DES PATENTwtSENS 



PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT 978-03166/sm 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
w^o/^ci_nr fc . Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHtN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/00405 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

22/01/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

22/01/1998 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSC 



?!?f e I' i" t ®. r ( nationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder aemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _4 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlagedes Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzunq der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

PH in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

PH zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist 

□ 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] Die Erklarung, da(3 das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[X] Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entSDrechen 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PH wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



□ wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

I I weil der Anmelder seibst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP 99/00405 



Feld I Bemer1<ungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2auf Blatt 1) 



GemaR Artikel 17(2)a) wurde aus tolgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



1 ' ' — ' well siesich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 1-17 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefiihrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 

2 ' ^ wen P sie°s h ich N Iuf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich 



3 " O w^ness^hdabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat testgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalf. 



1 I — I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I — I internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

o I — I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werder i konnte der eine 
2 - LJ zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung e,ner solchen Gebuhr aufgefordert. 



3 nrja der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
3 - U ™ationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebiihren entrichtet worden s.nd, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
^ daher auf die in den Anspruchen zuerst er^ahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 <1))(Juli 1998) 



INTERNATIONALE!? RECHERCHENBERICHT 



* 



1 



lernationales Aktenzeichen 

CT/EP 99/00405 



t P rr F ™K3WT Sl ^14^ U,Dfi8 C07K16/28 C12N15/12 C12Q1/68 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 A61K C07K C12N C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuttierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



p,x 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WO 97 13771 A (GLAXO GROUP LIMITED) 

17. April 1997 

siehe Seite 44 - Seite 52 

MOHAMMAD I M ET AL: "STRUCTURES OF THE 
TYROSINE KINASE DOMAIN OF FIBROBLAST 
GROWTH FACTOR RECEPTOR IN COMPLEX WITH 
INHIBITORS" 
SCIENCE, 

Bd. 276, Nr. 5314, 9. Mai 1997, Seiten 
955-960, XP002065235 
in der Anmeldung erwahnt 

WO 98 24432 A (SUGEN INC.) 11. Juni 1998 

siehe Seite 102 - Seite 105 

-/~ 



Betr. Anspruch Nr. 



1-3,29 



1-32 



1-3,29, 
30 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



3 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

■A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifethaft er- 
schetnen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



30. Juni 1999 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des intemationalen Recherche nberichts 



06/07/1999 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Moreau, J 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONA 



1 



RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



s 



rnationales Aktenzeichen 

CT/EP 99/00405 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



WO 98 50356 A (SUGEN, INC. ) 

12. November 1998 

siehe Seite 237 - Seite 264 



1-3,29, 
30 



1 



Fofmblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Jul! 1992) 



FERN) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

fiat ion on patent family members 



rnational Application No 

T/EP 99/00405 



Patent document 

cited in ^P^rr+i r&ndrt 




Publication 
date 


. L 

Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9713771 


A 


17-04-1997 


AU 


7289696 


A 


30-04-1997 








EP 


0861253 


A 


02-09-1998 








HR 


960465 


A 


28-02-1998 


WO 9824432 


A 


11-06-1998 


AU 


7622698 


A 


29-06-1998 


WO 9850356 


A 


12-11-1998 


AU 
AU 


7684298 
7661498 


A 
A 


27-11-1998 
27-11-1998 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



VERTRAG UBeW DIE INTERNATIONALE ZUSAM MEN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

' RECD 10MAY 2000 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERI 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
PCT 978-031 66/NF 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/00405 


I nternationales Ar\rr\e\<tedatum(Tag/Monat/Jahr) 
22/01/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/01/1998 


Internationale Patentkiassification (IPK) Oder i 
A61K31/40 


rationale Wassifikation und IPK 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSC. 



Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlie&lich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsnchthnien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundfage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI ^ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII H Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



20/08/1999 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 9. 05. 00 



Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragtBn Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Beeck, M 

Tel. Nr. +49 89 2399 8473 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00405 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgelegt warden, gotten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Serten: 

1-32 ursprungliche Fassung 

Patent anspruche, Nr.: 

1 _ 32 eingegangen am 02/09/1 999 mit Schreiben vom 02/09/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-28,30-32 

Nein: Anspruche 29 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -28,30-32 

Nein: Anspruche 29 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 18-23,29,31 ,32 

Nein: Anspruche 1-17,24-28,30 siehe Abschnitt V 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00405 



2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unteriagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unteriagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



# 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00405 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

ABSCHNITT V: 

1 ) Die vorliegende Prufung wurde unter der Annahme durchgefuhrt, dass die 
Prioritat gultig ist. 

2) Wird der Patentanspruch 29 im Lichte der Beschreibung auf S. 10, 3. Absatz 
ausgelegt, so sind die Inhibitoren beispielsweise die aus dem Dokument 
MOHAMMADI ET AL, SCIENCE, Bd. 276, S. 955-960 (1997) (im 
Recherchenbericht genannt) bekannten. 

Pharmazeutische Zusammensetzungen dieser Inhibitoren werden aber eben 
durch dieses Dokument offenbart. 

Daher ist der Gegenstand des Patentanspruchs 29 nicht neu. 

3) Fur die ubrigen Patentanspruche ist der nachstliegende Stand der Technik das 
Dokument WO 97 13771. 

Die im Dokument WO 97 13771 beschriebenen Verbindungen sind Inhibitoren der 
Rezeptortyrosinkinasen c-erbB-2, EGF-R und PDGF-R und werden zur 
Behandlung von u.a. Krebs verwendet (siehe S. 7, 4. und 7. Absatz, und die 
Patentanspruche). 

Davon unterscheidet sich der Gegenstand des Patentanspruchs 1 darin, dass die 
Rezeptortyrosinkinase FGFR-4 ist. 

Da es fur den Fachmann nicht nahegelegen hat, dass auch die Inhibierung der 
FGFR-4 Tyrosinkinase zur Behandlung von u.a. Krebs geeignet ist, beruht der 
Gegenstand des Patentanspruchs 1 und der davon abhangigen Anspruche 2 bis 
17 auf einer erfinderischen Tatigkeit. 

4) Der Gegenstand der Patentanspruche 18 bis 28 und 30 bis 32 liegt noch ferner 
vom Dokument WO 97 13771 , so dass auch dieser auf einer erfinderischen 
Tatigkeit beruht. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00405 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



5) Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 
1-17, 24-28 und 30 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT- 
Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von 
der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den 
Gegenstand von Anspriichen, die auf die medizinische bzw. diagnostische 
Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; 
es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbin- 
dung zur erstmaligen medizinischen Oder diagnostischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels bzw. 
Diagnostikums fur eine neue medizinische oder diagnostische Anwendung gerich- 
tet sind. 



ABSCHNITT VI: 



Bestimmte veroffentiichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritatsdatum 

AnmeldeNr. Verdffentlichungsdatum Anmeldedatum (zu Recht beansprucht) 



Patent Nr. 



(Tag/Monat/Jahr) (Tag/MonaVJahr) (Ja&MonaVJahr) 



WO 9824432 11.6.98 2.12.97 5.12.96 

WO 98 50356 12.11.98 7.5.98 7.5.97 



ABSCHNITT VIII: 



1 ) Konkrete Beispiele fur Inhibitoren von FGFR-4 werden nicht genannt, wenn man 
von dem allgemeinen Verweis auf S. 10, 3. Absatz, auf das Dokument von 
Mohammadi absieht. 

Urn die Erfordernisse des Artikels 5 PCT zu erfullen, sollten die in diesem 
Dokument beschriebenen Inhibitoren in die Beschreibung der Anmeldung 
aufgenommen werden (siehe die PCT-Richtlinien CM, 4.17). 

2) Der Patentanspruch 29 ist nicht klar, da er sich auf Inhibitoren nach den 
Anspriichen 1 bis 17 bezieht. Diese Anspruche sind aber keine 



PCT/Beibtatt/409 (Blatt2) (EPA- April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00405 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Produktanspriiche, sondern Verwendungsanspruche. 

Dasselbe gilt fur den Patentanspruch 10, soweit er sich auf die Anspruche 1 bis 3 
bezieht, in denen der Begriff "Mutation" nicht enthalten ist. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA- April 1997) 



i|i^9" eichen: 
vif'i i widen 

Unser Zeichen: 

Datum: 



PCT/EPag/00405 ,i^DTe?^iD04O5 

Max-F^Mk^esellschaffc™—---^ 
PCT97^Pl66/nf 

02.09.1999 



: : : : : SMiSKl; 



( 



Geanderte Patentanspruche 

1 . Verwendung von mindestens einem Inhibitor von FGFR-4 fur die Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Re2eptortyrosinkinase(RTK)-Uberfunktions-bedingten Be- 
eintrachtigungen, insbesondere von Krebs. 

2. Verwendung gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi der Inhibitor ein 
Kinase-inaktiver Rezeptor isL 

3. Verwendung gemSG Anspruch 1 Oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da& 
eine Uberexpression und/oder veranderte Aktivitatvon FGFR-4 erniedrigt und/oder 
inhibiert wird. 

4. Verwendung gemafc Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die Uberexpres- 
sion und/oder veranderte Aktivitat von FGFR-4 durch eine Mutation des FGFR-4 
ausgelost wird. 

5. Verwendung gemaft Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft es sich bei der 
Mutation urn eine Oder mehrere Punktmutationen handelt. 

6. Verwendung gemaft Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutation(en) in 
der Transmembrandomane von FGFR-4 auftritt. 

7. Verwendung gemaft Anspruch 5 oder Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Mutation(en) zu einem Austausch einer hydrophoben gegen eine hydrophile 
Aminosaure fuhrt. 

8. Verwendung gemaft einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Punktmutation an AS-Position 388 im FGFR-4-Molekul auftritt. 



i 



# 



Ziehen: PCT/EP99/00405 ':f?0llEPi^^D^: * I I II I &f^^M^0 



'EP99/00405 :f?£^Pif9g<O0^&: 
j3^^_Geseilschafter^^ 



• • 

Unser Zeichen: PCT97Wl66/nf 
Datum: 02.09.1999 



9. Verwendung gemaS einem Oder mehreren der vorstehenden Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Punktmutation an AS-Position 388 zu einem 
Austausch von Glycin gegen Arginin fuhrt (G388R). 

10. Verwendung nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Mutation(en) Keimbahnmutationen sind. 

1 1 . Verwendung nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspruche fur die Be- 
handlung von Krebs und/oder auf Hyperproliferation und/oder invasion zurdck- 
zufuhrende Erkrankungen, insbesondere von Carcinomen, insbesondere durch In- 
hibition der Metastasenbildung. 

12. Verwendung nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspruche fur die Be- 
handlung von Brustkrebs. 

13. Verwendung nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Squamous-Zell-Carcinomen. 

14. Verwendung nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Glioblastomen. 

15. Verwendung nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Neuroblastomen. 

16. Verwendung nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 1 fur die Behandlung 
von Gebarmutterkrebs. 

17. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspruche 1 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der Inhibitor einen mutierten FGFR-4 hemmt. 

1 8. Mutierter FGFR-4, der zu einer Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat des 
Rezeptors in Zellen fuhrt. 
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19. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft eine hydro- 
phobe Aminosaure im Wildtyp-Rezeptor gegen eine hydrophile Aminosaure im mu- 
tierten Rezeptor ausgetauscht wurde. 

20. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18 Oder 19, dadurch gekennzeichnet, dafS die 
Mutation eine Punktmutation ist und vorzugsweise in der Transmembrandomane 
auftritt. 



21 . Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft die Punkt- 
mutation an Position 388 auftritt, und vorzugsweise ein Glycin durch Arginin ersetzt 
wird. 



22. DNA-Molekul, umfassend eine Sequenz, die fur einen mutierten FGFR-4 nach ei- 
nem der Anspruche 18 bis 21 kodiert. 

23. RNA-Molekul, umfassend eine RNA-Sequenz, die fur einen FGFR-4 nach einem der 
Anspruche 18 bis 21 kodiert. 

24. Verwendung der Sequenzen gemSft einem der Anspruche 22 und 23 in einer Dia- 
gnose von Krankheiten, insbesondere von Krebs. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, da(i die Sequenz spezi- 
fisch die Punktmutation an Position 388 des FGFR-4 detektieren kann. 



26. Diagnoseverfahren, insbesondere zur Differentialdiagnose von Krebs, umfassend 
den Schritt des Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins Oder eine Nuklein- 
saure, kodierend hierfur, in einer Patientenprobe. 

27. Diagnoseverfahren nach Anspruch 26 t dadurch gekennzeichnet, daft Nuklein- 
saure des Patienten mit einer DNA und/oder RNA in Kontakt gebracht wird, so daG 
ein Signal erhalten wird, das die Anwesenheit und/oder Abwesenheit von mutiertem 



^02^i|gp#zeichen: 

Unser Zeichen: 
Datum: 



PCT/^^9/00405 
Max^H^ck-Geselischaft. 

PCTPP&3166/nf 

02.09.1999 



• 9 • • 
• • * 



» * 



FGFR-4 anzeigt, und/oder Nukleinsaure des Patienten mit PCR amplifiziert und an- 
schliefiend mit einem Restriktionsenzym gespalten wird t dessen Erkennungs- 
sequenz von der Mutation betroffen ist und/oder Protein des Patienten wird mit ei- 
nem Antikorper in Kontakt gebracht, der spezifisch ist fur das mutierte Protein. 

28. Verfahren zum Screenen auf das Vorliegen einer genetischen Predisposition fur das 
Auftreten von Krebs und/oder anderen Erkrankungen umfassend den Schritt des 
Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins Oder einer Nukleinsaure, kodierend 
hierfur, Oder einer amplifizierten FGFR-4-Nukleinsaure, in einer Patientenprobe. 

/ 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den Inhibitor nach einem Oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 17. 

30. Screeningverfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivitat, 
wobei der Rezeptor nach einem der Anspruche 18 bis 21 mit potentiellen Inhibitoren 
in Kontakt gebracht wird und die Tyrosinkinaseaktivitat in Abwesenheit und/oder An- 
wesenheit des Inhibitors emnittelt wird. 

31. Mutierter FGFR-4, vorzugsweise nach einem der Anspruche 18 bis 21 , als Target in 
der Krebstherapie 

i 

32. Antikorper, der mit einem mutierten FGFR-4-Protein nach einem der Anspruche 18 
bis 21 spezifisch reagiert. 
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Zum besseren Verstandnis der vorliegenden Erfindung werden im folgenden die hierin 
verwendeten Begriffe naher erlautert. 

Unter "Inhibitor" wird jede Substanz verstanden, die die RTK hemmt Oder ihre Aktivitat 
erniedrigt. Dabei kann es sich um eine gegen die RTK gerichtete niedermolekulare 
Substanz, einen Kinase-inaktiven Rezeptor oder einen Anti-Rezeptor-Antikorper handeln. 

Unter einem "Kinase-inaktiven Rezeptor" wird ein Rezeptor verstanden, der keine Tyro- 
sinkinaseaktivitat mehr besitzt. 



Unter "Rezeptortyrosinkinase" wird jeder Rezeptor verstanden, der Tyrosinkinaseaktivitat 
besitzt. Der Ausdruck umfalit Wachstumsfaktorrezeptoren, die Tyrosinkinaseaktivitat 
besitzen, wie auch HER2 oder die met-Rezeptoren. 

Unter "RTK-Oberfunktion" wird eine Oberexpression (siehe unten) und/oder veranderte 
Aktivitat (siehe unten) verstanden. 

"Defekte Signalubertragsungsaktivitaten" bedeutet, dafi ein mutierter Rezeptor nicht mehr 
in der Lage ist, ein extrazellulares Wachstumssignai oder ein anderes Signal in der Weise 
in ein intrazellulares Signal umzusetzen, wobei diese defekte Signalerzeugung nicht mehr 
von der Anwesenheit eines Liganden, beispielsweise des Wachstumsfaktors, abhangt. 

"Wachstumsfaktor" bedeutet jede rnitogene Chemikaiie, uberlicherweise ein Polypeptid, 
das u.a. von normalen und/oder transformierten Saugerzellen ausgeschieden wird, und 
das eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Zellwachstums spielt, insbesondere bei 
der Stimuiierung der Proliferation der Zellen und dem Aufrechterhalten ihrer Lebensfahig- 
keit. Der Begriff "Wachstumsfaktor" umfafit z.B. den epidernnalen Wachstumsfaktor (EGF), 
den von Plattchen stammenden Wachstumsfaktor (PDGF) und den Nervenwachstums- 
faktor (NGF), wie auch den FGF, also den Fibroblastenwachstumsfaktor. 

Unter "mutierter Rezeptortyrosinkinase" wird eine Rezeptortyrosinkinase verstanden, die 
im Vergleich zu dem Wildtyp-Rezeptor eine Strukturanderung enthalt, so daR der Rezep- 
tor eine andere, z.B. nicht mehr regulierbare Tyrosinkinaseaktivitat als der Wildtyp-Rezep- 
tor besitzt. Eine Klasse von Mutationen fuhrt zu einer veranderten Aktivitat der RTK. 
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Unter "Wildtyp-Wachstumsfaktorrezeptor" bzw. "Wildtyp'-Rezeptor wird ein naturlich vor- 
kommender Wachstumsfaktorrezeptor Oder Rezeptor verstanden, der die nicht mutierte 
Aminosauresequenz tragt. Der "Wiidtyp" entspricht der in der Population am haufigsten 
vorkommenden Rezeptorvariante. 

Unter "extrazellularer Domane" des Wachstumsfaktorrezeptors Oder Rezeptors wird der 
Teil des Rezeptors verstanden, der normalerweise aus der Zeile in die extrazellulare Um- 
gebung herausragt. Die extrazellulare Domane umfaftt beispielsweise den Teil des Rezep- 
tors, an dem ein Wachstumsfaktor oder ein anderes Molekul (Ligand) bindet. 

Unter "Transmembranregion" des Wachstumsfaktorrezeptors oder Rezeptors wird der 
hydrophobe Anteil des Rezeptors verstanden, der normalerweise in der Zellmembran der 
Zelle lokalisiert ist, die den Rezeptor exprimiert. 



Unter "Tyrosinkinasedomane" oder "zytoplasmatischer Domane" des Wachstumsfaktor- 
rezeptors oder Rezeptors wird der Teil des Rezeptors verstanden, der sich normalerweise 
innerhalb der Zelle befindet, und der die Transphosphorylierung von Tyrosinresten bewirkt. 

Unter "einer wirksamen Menge" wird eine Menge der erfindungsgemaften Zusammenset- 
zung verstanden, die den gewunschten therapeutischen Effekt erzielen kann. 

Unter "Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)" wird ein mitogenes Polypeptid verstanden, 
daft das Wachstum und andere Eigenschaften von Zellen, u. a. von Fibroblasten, beein- 
fluftt. 



Unter "Uberexpression" wird eine vermehrte Herstellung von RTK-Protein durch eine Zelle 
im Vergleich zum Wiidtyp verstanden. Dies kann z.B. durch Genamplifikation des RTK- 
Gens ausgelost werden und zu einer uberschussigen, unkontrollierten Zellteilungsaktivitat 
fuhren. 



Unter "veranderter Aktivitat" wird eine standige Aktivitat eines durch Wachstumsfaktor- 
rezeptoren vermittelten Signalubertragungswegs verstanden. So ist bei einer veranderten 
RTK die Kinaseaktivitat auch dann vorhanden, wenn kein Ligand vorliegt. 
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Gemali der voriiegenden Erfindung konnte gezeigt werden, dafi ein mutierter FGFR-4 zu 
einer Uberexpression und/oder veranderter Aktivitat der entsprechenden Rezeptortyrosin- 
kinase in Zellen und damit zu Krebs fuhren kann. 

Wachstumsfaktorrezeptoren spielen bei der Entstehung und Vermehrung von menschli- 
chen Krebszellen eine entscheidende Rolle. Bei gesunden Zellen sind die Wachstums- 
faktorrezeptoren u.a. an der Kontrolle des Zellwachstums, aber auch an der Differenzie- 
rung, Zellmigration etc. beteiligt. Das eigentliche Signal zur Zellteilung ist der Wachstums- 
faktor, der in Abhangigkeit von den Bedurfnissen des Organismus gebildet wird. Der 
Rezeptor ubernimmt die Funktion der Signalubertragung, d. h. er ist an der Umsetzung 
des extrazeilularen Wachstumssignals in Zellteilungsaktivitat im Inneren der Zelie beteiligt. 
Bei vielen Wachstumsfaktorrezeptoren spielt deren Fahigkeit, nach Bindung des 
Wachstumsfaktors an die extrazellulare Domane Phosphatreste an Tyrosinreste in Protei- 
nen zu ubertragen, eine entscheidende Rolle. Diese Rezeptoren werden auch als 
Rezeptortyrosinkinasen bezeichnet. Eine Ubersicht uber Rezeptortyrosinkinasen befindet 
sich in Yarden, Y. und Ullrich A M Rev. Biochem. 1988, 57, 443 - 78. Die Dimerisierung 
dieser Wachstumsfaktorrezeptoren nach Bindung des Wachstumsfaktors ist ein weiterer 
wichtiger Vorgang bei dem Prozeft der Signalubertragung. Die Umwandlung eines extra- 
zeilularen Signals in ein intrazellulares Signal unter Vermittlung von Wachstumsfaktor- 
rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat lalit sich in die folgenden funf Stufen zerlegen: 

1 . Die Bindung des Wachstumsfaktors (auch als Ugand bezeichnet) an die extrazellulare 
Domane des Rezeptors induziert eine Konformationsanderung; diese bewirkt 

2. Dimerisierung von Rezeptoren mit veranderter ^Conformation; mit 

3. gleichzeitiger Induktion einer Kinaseaktivitat; 

4. Transphosphorylierung von Tyrosinresten in dem Rezeptordimer, die wiederum eine 
aktivierte Rezeptorkonformation erzeugt und stabilisiert; und 

5. Phosphorylierung von Polypeptidsubstraten und Wechselwirkung mit zellularen Fakto- 
ren. 
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Eine unkontrollierte Uberfunktion dieser Signalubertragungskette beispielsweise aufgrund 
der Uberexpression Oder eine veranderte Aktivitat des Rezeptors kann unter anderem zu 
einer uberhohten Teilungsaktivitat der entsprechenden Zelle fuhren und im Extremfall zu 
einer entarteten Krebszelle. Eine Obersicht uber Wachstumsfaktorrezeptoren und deren 
Funktion bei der Signalubertragung von dem extrazellularen in das intrazellulare Milieu, 
sowie der mogliche Einflufl von abnormal exprimierten Rezeptoren auf die Krebsentste- 
hung ist in Ullrich, A. und Schlessinger, J. (1990) Cell 61, 203 - 212 gegeben. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daft es in der oben erlauterten, funfstufigen Sig- 
nalubertragungskette durch einen mutierten FGFR-4 zu einer gesteigerten Signalubertra- 
gungsaktivitat kommt, an deren Entstehung die veranderte Aktivitat mutierter RTK ma(J- 
geblich beteiligt ist. 

GemaB Anspruch 1 der vorliegenden Erfindung wird daher mindestens ein Inhibitor einer 
Rezeptortyrosinkinase fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von RTK-Uberfunktions- 
bedingten Beeintrachtigungen, insbesondere von Krebs, verwendet. Daruber hinaus 
konnen erfindungsgemali auch Krankheiten bzw. korperiiche Beeintrachtigungen beseitigt 
bzw. gelindert werden, die Folge einer auf eine gesteigerte Signalubertragung zuruck- 
zufuhrenden Hyperproliferation von Gewebe und/oder gesteigerten Invasivitat von 
Gewebe sind. 

Als Inhibitor kann neben niedermolekularen Substanzen beispielsweise mindestens ein 
Kinase-inaktiver Rezeptor verwendet werden. Durch die Verwendung des Inhibitors, z.B. 
des Kinase-inaktiven Rezeptors kann die veranderte Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase 
gehemmt und/oder erniedrigt werden. Wie bereits fruher ausgefuhrt ist die Uberexpression 
und/oder veranderte Aktivitat von Wachstumsfaktorrezeptoren ein wichtiger Faktor bei der 
Ausiosung Oder dem Fortschreiten von Krebs. Die Oberexpression von EGFR oder des 
Erb B-2-Rezeptors in Brusttumoren wurde z. B. mit einer schlechten Prognose assoziiert 
(siehe oben). Daher ist eine Hemmung dieser Uberexpression und/oder veranderten 
Aktivitat ein wichtiger Bestandteil bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebs. 
FGFR-4 wird wahrend der Embryogenese gewebespezifisch abgeschaltet. Dennoch findet 
er sich bei 30% der Brustkrebspatientinnen; im Gewebe von Gesunden ist er nicht nach- 
weisbar. Der Einsatz von Inhibitoren fur Rezeptortyrosinkinasen fuhrt zu einer Erniedri- 
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gung Oder vollstandigen Inhibition der Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat. 
Ebenso fuhrt der Einsatz Kinase-inaktiver Rezeptoren zu einer Erniedrigung und/oder 
vollstandigen Inhibition der Aktivitat der Rezeptortyrosinkinasen, da die Kinasefunktion des 
Heterodimers nicht mehrzu einer Signalubertragung fahig ist. Die Wirkung Kinase-inakti- 
ver Rezeptoren beruht darauf, daft nicht funktionelle Heterodimere gebildet werden 
(Verdunnungseffekt). Eine fehlende Signalubertragung fuhrt zu einer Verhinderung der 
Weiterleitung des uberexprimierten und/oder veranderten aktiven Signals, wodurch ver- 
hindert wird, daft das Signal in eine biologische Antwort der Zelle umgesetzt wird. Dadurch 
kann durch diese Inhibition der Rezeptorty rosin kinase oder durch diese Kinase-inaktiven 
Rezeptoren wirksam und in positiver Weise in die Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Krebs eingegriffen werden. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daft die FGFR-4-Mutation auch in der Keimbahn 
von gesunden Menschen vorkommt. Es wird davon ausgegangen, daft die Keimbahn- 
mutation zu einer genetischen Predisposition fuhrt, die die betroffenen Personen anfallig 
macht gegenuber dem Ausbruch verschiedener Erkrankungen. Im Zusammenhang mit der 
Krebsentstehung wird angenommen, daft die erhohte Expression des mutierten Rezeptors 
im Tumorgewebe an der Kanzerogenese beteiligt ist. Die Keimbahnmutation wird weiter- 
hin als Predisposition u.a. furfolgende Erkrankungen angesehen: Arteriosklerose, 
Leukamie, Lymphome, Leberzellcarcinome sowie Cholangiocarcinome. 

Demzufolge stellt die vorliegende Erfindung einen weiteren genetischen Marker zur Verfu- 
gung, der sich als aufterst hilfreich in der Diagnose und Fruherkennung verschiedener 
Erkrankungen und Anfalligkeit gegenuber diesen erweist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zum Nachweis einer Nuklein- 
saure, die FGFR-4 kodiert, in Patientenmaterial, wobei insbesondere Mutationen der 
Rezeptor-kodierenden Nukleinsaure nachgewiesen werden. Dies kann beispielsweise 
durch Hybridisierung mit Oligonukleotidproben erfolgen, die spezifisch die Anwesenheit 
bzw. Abwesenheit einer Mutation, insbesondere einer Punktmutation, anzeigen konnen. 
Dabei wird beispielsweise ein "mismatch" zwischen mutierter Nukleinsaure und Oligonu- 
kleotidprobe so ausgenutzt, daft bei vorliegendem "mismatch" eine Hybridisierung nicht 
erfolgt und somit ein Signal ausbleibt. Alternativ konnen Mutationen auch durch Amplica- 
tion der Nukleinsaure mit spezifischen FGFR-4-PCR-Primem und anschlieftender Spal- 
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tung mit geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgewiesen werden. Betrifft beispiels- 
weise eine Mutation die Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease, indem 
beispielsweise die mutierte Erkennungssequenz von der Restriktionsnuklease nicht mehr 
als Spaltstelle erkannt wird, fuhrt dies zu einem anderen Restriktionsfragment als im nicht- 
mutierten Wildtyp. Mit Hilfe der PCR lassen sich gezielt Restriktionsfragmente nachwei- 
sen, so dafi in dem genannten Fall beispielsweise ein gro&eres Restriktionsfragment in 
der Mutante vorliegt im Vergleich zum Wildtyp. Alternativ kann jedoch auch eine Mutation 
zur Entstehung einer neuen Restriktionsspaltstelle fuhren, wobei sich ein "Wildtyp-Frag- 
ment" nach Spaltung mit dem entsprechenden Enzym in der Mutante verkieinert. Die 
Mutation in der Transmembrandomane des FGFR-4, an Position 388 der Sequenz, wie in 
der EMBL GenBank /DDBJ unter X57205 hinterlegt , die zu einem Austausch von Gly im 
Wildtyp gegen Arg in der Mutante fuhrt, betrifft die Erkennungssequenz GGWCC der 
Restriktionsendonuklease BstNI. Dadurch entstehen zwei neue Restriktionsfragmente von 
80 und 29 bp, die u.a. durch Restriktionsanalyse nachgewiesen werden konnen. 

Gemafc der vorliegenden Erfindung konnte ferner gezeigt werden, dali eine Uberexpres- 
sion und insbesondere eine veranderte Aktivitat der RTK zu einer vermehrten Invasivitat, 
d.h. einer verstarkten Metastasenbildung fuhrt. Da die Metastasenbildung eines der 
Hauptprobieme von Krebs ist, bedeutet dies, daB die Inhibition oder Erniedrigung der 
Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat zu einem wirksamen Mittel bei der 
Bekampfung von Krebs wird, wobei insbesondere die Metastasenbildung inhibiert wird. 

Mogliche Inhibitoren sind beispielsweise beschrieben in Mohammadi et al. (1997). 

Vorzugsweise wird gemafi der Erfindung in eine Uberexpression und/oder veranderte 
Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase eingegriffen, die durch eine Mutation des FGFR-4 aus- 
gelost wird. Bei dieser Mutation kann es sich um eine oder mehrere Punktmutationen 
handeln. Insbesondere tritt die Mutation/die Mutationen in der Transmembrandomane von 
FGFR-4 auf, wobei insbesondere eine hydrophobe gegen eine hydrophile Aminosaure 
ausgetauscht wird. 

Es ist bereits bekannt, dafi Punktmutationen, die zu einem Austausch hydrophober zu 
hydrophiler Aminosauren in FGFR-3 gefuhrt haben, mit bestimmten Krankheiten assoziiert 
sind. So wurde z.B. eine veranderte Aktivitat des Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptor 3 
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durch eine Punktmutation in der Transmembrandomane bei der Achondroplasia gefunden. 
Die Achondroplasia, bei der es sich um die am haufigsten auftretende genetische Form 
des Zwergenwuchses handelt, ist eine autosomale dominante Storung, die im wesentli- 
chen auf einem Defekt im Reifungsprozeft bestimmter Knochen beruht. Es konnte nach- 
gewiesen werden, daft die Achondroplasia durch eine Gly- zu Arg-Substitution in der 
Transmembrandomane des FGFR-3 ausgeiost wird. Es konnte ferner nachgewiesen 
werden, daft die Arg-Mutation im FGFR-3 die Kinasefunktion des dimeren Rezeptors akti- 
viert. Die Arg-Punktmutation fuhrt auch zu einer Liganden-unabhangigen Stimulation der 
Tyrosinkinaseaktivitat von FGFR-3 selbst und zu stark vergrofterten veranderten Niveaus 
des Phosphotyrosins am Rezeptor. Diese Ergebnisse legen nahe, daft die molekulare 
Basis der Achondroplasia eine ungeregeite Signalubertragung durch FGFR-3 ist. 

Eine weitere Mutation in der Transmembrandomane von FGFR-3 ist ein Austausch von 
Alanin gegen Glutamin. Dieser Aminosaureaustausch fuhrt zu einer anderen Krankheit, 
namlich zu Crouzon mit Acanthosis nigricans. 

Gemaft der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt. das Mutationen in FGFR-4, insbe- 
sondere Punktmutationen in der Transmembrandomane, die zu einem Austausch einer 
hydrophoben gegen eine hydrophile Aminosaure fuhren, an der Auslosung und schlechten 
Prognose von Krebs beteitigt sind, weshalb eine Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen 
Oder die Verwendung Kinase-inaktiver Rezeptoren fur die Behandlung und/oder Prophy- 
laxe von Krebs geeignet sind, wobei die Rezeptortyrosinkinasen aufgrund einer Mutation 
uberexpremieren Oder verandert aktiv sind. 

Insbesondere konnte fur die Punktmutation an Position 388, die zu einem Austausch von 
Glycin gegen Arginin fuhrt. nachgewiesen werden, daft durch sie die Rezeptortyrosin- 
kinasen verandert aktiv werden und es dadurch homo- wie heterozygot zu einer 
Signalubertragung ohne Ligandenstimulation kommt, wodurch wiederum ein unkontrollier- 
tes Wachstum von Zellen ausgeiost werden kann. Dieses unkontrollierte Wachstum fuhrt 
im ungiinstigsten Fall zu Krebs. Die Transmembrandomane weist dann die Sequenz (ID 
Nr. 1)auf: 



RYTDI ILYASGS LALAVLL LLARLY, 
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wahrend die nicht mutierte Domane die folgende Sequenz (ID Nr. 2) aufweist: 
RYTDI ILYASGS LALAVLL LLAGLY. 

Es wird angenommen, daft - ohne an eine Theorie gebunden zu sein - die Aktivierung der 
Rezeptortyrosinkinase, die eine der oben genannten Punktmutationen und insbesondere 
die Punktmutation an Position 388 tragt, die zu einem Austausch von Glycin gegen Arginin 
fuhrt, auf einer Stabilisierung des Rezeptors in einer dimeren Konformation beruht, die 
aufgrund von Wechselwirkungen zustande kommt, durch die Veranderungen der Trans- 
membrandomane moglich gemacht wurden. Die verstarkte Bildung eines Liganden un- 
abhangigen Dimers fuhrt zu einer erhohten Rezeptortyrosinkinaseaktivitat und zellularer 
Transformation. Andere Mogiichkeiten der Einwirkung der Punktmutationen auf die Krebs- 
auslosung konnen z.B. darin begrundet liegen, daft die Mutation sich auf die Signaluber- 
tragung von FGFR-4 auswirkt, indem die Rezeptorwanderung durch die Membran verhin- 
dert wird, die Rezeptor-Dimerisierung mif sich selbst oder mit anderen FGFRs gestort 
wird, oder indem die Tyrosinkinaseaktivitat des Rezeptors beeinfluftt wird. 

Gemaft der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, daft 56% von Patienten mit 
Brusttumoren aus St. Petersburg (Untersuchung von Biopsien) die Mutation an Position 
388, die mit einem Austausch von Glycin gegen Arginin verbunden ist, trugen. Davon 
waren 45% heterozygot und 11% homozygot. Dieser signifikant hohe Anteil legt eine Ver- 
bindung zwischen der Punktmutation an Position 388 und der Entstehung von Brustkrebs 
nahe. 

In einer weiteren Untersuchung, in derdeutsche Patienten mit Brusttumoren untersucht 
wurden, zeigten nur 43% der Patienten die Punktmutationen an Position 388. Aus der 
Untersuchung mit Normalgeweben von Krebspatienten und DNA aus Gewebe gesunder 
Individuen laftt sich ableiten, daft die Mutation eine Keimbahnmutation ist. 

Weiterhin wurde auch genomische DNA und cDNA von Zellinien untersucht, urn den Anteil 
der Punktmutation an Position 388 zu bestimmen. Die untersuchten Zellinien stammten 
von Brusttumoren, normalen Brustepithelial-Zellinien als Vergleich, dem Squamous- 
Zellcarcinom, Glioblastomen, Neuroblastomen und Gebarmutterkrebs. Bei alien Zellinien, 
aufter bei den normalen Brustepithelial-Zellinien, konnte ein signifikanter Prozentsatz der 
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Punktmutation an Position 388 im FGFR-4-Molekul gefunden werden. Daher ist die oben 
erwahnte Verwendung von Inhibitoren bzw. Kinase-inaktiven Rezeptoren besonders fur 
die Behandlung von Carcinomen geeignet. Hier bietet sich insbesondere die Behandlung 
von Neuroblastomen, Gebarmutterkrebs, Pankreaskrebs, jedoch auch anderer Krebs- 
arten, an. 

Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Inhibitoren, die einen mutierten FGFR-4 
hemmen, insbesondere mit der Mutation Gly -> Arg an Position 388 in der Transmem- 
brandomane. 

Ferner betrifft die voriiegende Erfindung einen mutierten FGFR-4, der zu einer Uber- 
expression und/oder veranderten Aktivitat des Rezeptors in Zellen fuhrt. Vorzugsweise ist 
dieser mutierte FGFR-4 dadurch gekennzeichnet, da(i eine hydrophobe Aminosaure im 
Wildtyp-Rezeptor gegen eine hydrophile Aminosaure im mutierten Rezeptor ausgetauscht 
wurde. Besonders bevorzugt ist eine Mutation, die eine Punktmutation ist und in der 
Transmembrandomane auftritt. Noch bevorzugter tritt die Punktmutation an Position 388 
auf, wobei vorzugsweise ein Glycin durch Arginin ersetzt wird. 

Bis jetzt war man in der Fachwelt davon ausgegangen, daft lediglich ein FGFR-4 vor- 
kommt, der nicht mutiert ist. Mutierte FGFR-4 waren nicht bekannt. Es war daher uberra- 
schend, dafl gemali der vorliegenden Erfindung festgestellt werden konnte, dafi ein 
mutierter FGFR-4 existiert. Insbesondere konnte gemaft der vorliegenden Erfindung ein 
Zusammenhang zwischen den Mutationen, insbesondere der Punktmutation an Position 
388, und der Entstehung von Krebs nachgewiesen werden. Weiterhin ist die Keimbahn- 
mutation bei gesunden Personen in Zusammenhang mit der genetischen Predisposition 
fur das Auftreten u.a. von Arteriosklerose in Verbindung gebracht worden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein DNA-Molekul umfassend eine Sequenz, die fur einen 
mutierten FGFR-4 kodiert. Die Erfindung umfaftt aulierdem ein RNA-Molekul, umfassend 
eine RNA-Sequenz, die fur einen mutierten FGFR-4 kodiert. Die obigen Sequenzen 
konnen fur eine Diagnose von Krebs verwendet werden. Dabei konnen die Sequenzen 
spezifisch die Mutationen im FGFR-4 erkennen. Das Vorliegen der Mutation im FGFR-4 
wird mit einer schlechten Prognose fur die Behandlung des Krebses in Beziehung 
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gebracht. Grund hierfur konnte ein aggressiveres Wachstumsverhalten des entsprechen- 
den Tumors sein. 

Die Erfindung betrifft aufterdem ein Verfahren zur Differentialdiagnose von Brustkrebs, 
wobei die Nukleinsaure des Patienten mit einer der oben beschriebenen DNAs und/oder 
RNAs in Kontakt gebracht wird, so daft ein Signal erhalten wird, das die Anwesenheit 
und/oder Abwesenheit von mutiertem FGFR-4 anzeigt. Schliefilich betrifft die vorliegende 
Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, urnfassend den Inhibitor oder den 
Kinase-inaktiven Rezeptor, wie oben beschrieben. Die Erfindung betrifft aufierdem ein 
Screeningverfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivitat, wobei 
der erfindungsgemafte Rezeptor mit potentielien Inhibitoren in Kontakt gebracht wird und 
die Tyrosinkinaseaktivitat in Abwesenheit und/oder Anwesenheit des Inhibitors ermittelt 
wird. 

Weiterhin kann der Nachweis auf das Vorliegen einer Mutation auch mittels' PCR und 
nachfolgender Restriktionsenzymspaltung gefuhrt werden, wie oben bereits ausfuhrlicher 
beschrieben. 

Schlieftlich kommen auch weitere molekularbiologische Diagnoseverfahren in Betracht. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Antikorper, der mit einem mutierten FGFR-4 ge- 
mafJ der Erfindung spezifisch reagiert. „Spezifisch" im Sinne der Erfindung bedeutet, daft 
der erfindungsgemafte Antikorper an den mutierten, jedoch nicht an den nicht-mutierten 
Rezeptor bindet. 

Im folgenden wird die Erfindung durch die Figuren und Beispiele im Detail beschrieben. 



Fig. 1 SDS-PAGE einer Immunoprazipitation von FGFR-4 dar (der phosphoryiierte FGF- 

Rezeptor 4 ist durch einen Pfeil markiert), 
Fig. 2 ein Polyacrylamidgel des mutierten FGFR-4, 
Fig. 3 eine Sequenzanalyse der Transmembrandomane von FGFR-4, 



Dabei stellt 
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Fig. 4 die Korrelation zwischen der FGFR-4-Mutation G388R und dem Status der 
Lymphknoten-Metastasierung (n = Anzahl der Patienten; p = P-value) und 

Fig. 5 die Korrelation zwischen der FGFR-4-Mutation G388R und der rezidiv-freien Gber- 
lebenszeit (n = Anzahl der Patienten; p = P-value) dar. 



BE1SPIELE 

Zellkultur. Die humanen Zellinien MDA-MB-453, ZR 75-1 , K562 und SKBr3 wurden von 
der ATCC bezogen. Die einzelnen Bezugsquellen sind der Tabelle am SchluR. zu entneh- 
men. MBA-MD-453, K562 und ZR 75-1 wurden in RPMI (Gibco, Eggenstein) mit 10 % 
fotalem Kalberserum (Sigma, Taufkirchen) kultiviert. SKBR3 wurde in McCoy's 5a (Gibco, 
Egenstein) mit 15 % fotalem Kalberserum kultiviert. Alle Zellkulturmedien enthielten Peni- 
cillin/Streptomycin (Sigma, Taufkirchen). Die Zellen wurden bei 37°C in Wasserdampf- 
ges§ttigter Atmosphare und 8 % C0 2 inkubiert. 

Klonierung FGFR-4 388Arg /wt. Zur Preparation von RNA aus K562 und MDA-MB-453 
Zellen wurden 3 • 10 7 Zellen mit Guanidinium-lsothiocyanat lysiert und durch Ultrazentri- 
fugation in einem CsCI-Gradienten gereinigt. Die cDNA-Synthese erfolgte durch reverse 
Transkriptase (Boehringer, Mannheim) und jeweils 10 pmol "random Oligonukieotiden" 
nach Angaben des Herstellers. 0,5 ul wurden in eine nachfolgende PCR-Reaktion ein- 
gesetzt. 

FGFR-4 388Ar3 und FGFR-4wt wurden durch die PCR-Reaktion amplifiziert. Dazu wurden 
folgende Primer eingesetzt: sense-GCTCAGAGGGCGGGCGGGGGTGCCGGCCG; anti- 
sense CCGCTCGAGTGCCTGCACAGCCTTGAGCCTTGC. Fur die PCR-Reaktion 
wurden eingesetzt: 1,5 U/25 ul Expand-Polymerase (Boehringer, Mannheim) und Reak- 
tionspuffer laut Angaben des Herstellers; 200 uM dNTP's; 0,01 % v/v Triton X100; 10% v/v 
DMSO, je 0,2 pmol sense und a-sense Primer. Die folgenden Reaktionsschritte wurden 
durchgefuhrt: 35 Zyklen, 94°C 1 min, 64°C 1 min, 72°C 2,5 min. Zur Klonierung von 
FGFR-4 388Ar9 wurde MDA-MB-453 cDNA eingesetzt und zur Klonierung von FGFR-4wt 
K562 cDNA. Die PCR-Produkte wurden in den pcDNA3-Vektor (Invitrogen) kloniert. Da- 
durch konnte sowohl ein FGFR-4 mit der G388R als auch ein Wildtyp-FGFR-4 fur weitere 
Tests erhalten werden. 
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Amplifikation der Transmembrandomane des FGFR-4. Folgende Primer wurden ver- 
wendet; sense-GACCGCAGCAGCGCCCGAGGCCAG; anti-sense-AGAGGGAAGAGG 
GAGAGCTTCTG. Fur die PCR-Reaktion wurden eingesetzt: 1 ,5 U/25 ul Taq-Polymerase 
(Boehringer, Mannheim) und Reaktionspuffer laut Angaben des Herstellers; 200 uM 
dNTP's; je 0,2 pmol sense und a-sense Primer, 0,5 ul cDNA oder genomische DNA aus 
Tumor-Biopsien und Zellinien; folgende Reaktionsschritte wurden durchgefuhrt: 35 Zyklen; 
95°C 45 sec, 72°C 45 sec. 



Analyse durch Restriktlonsverdau. Aus genomischer oder cDNA wurde die Transmem- 
brandomane des FGFR-4 wie oben beschrieben amplifiziert. Urn Biopsien und Zellinien 
auf die G1217A-Mutation durch einen Restriktionsverdau zu untersuchen, wurden die 
PCR-Produkte mit 5 U/25 ul BstN1 (NEB, Schwalbach/Taunus), 1 h bei 60°C inkubiert. 
Die DNA-Fragmente des Restriktionsverdaus wurden durch ein 20%iges Polyacrylamidgel 
getrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Die Analyse des Wildtyprezeptors ergibt ein 
109, ein 37 und ein 22 Basenpaare grades Fragment (Spur 4). Durch die Mutation 
G1217A dagegen entsteht eine weitere Restriktionsschnittstelle fur BstN1. Der mutierte 
Rezeptor zeigt weitere 80 und 29 Basenpaare grofte Fragmente, wahrend das 109 
Basenpaare grolie Fragment verschwindet (Spur 1 : homozygot; Spur 2 und 3: heterozy- 
got) (siehe Figur 2). 



Genotypische Analyse von genomischer DNA durch Restriktionsverdau. 

Genomische DNA aus den Gewebeproben der primaren Tumore wurde durch Standard- 
methoden isoliert (Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., 
1995). Urn die genomische DNA genotypisch analysieren zu konnen, wurde die Trans- 
membranregion im FGFR-4 Gen mit folgenden Primern in einer PCR-Reaktion amplifiziert: 
5'-GACCGCAGCAGCGCCCGAGGCCAG-3' (bp 1129-1142), 

5'-AGAGGGAAGAGGGAGAGCTTCTG-3' bp 1275-1297). Fur die PCR-Reaktion wurden 
Ready-to-Go PCR Beats (Pharmacia, Uppsala, Schweden) verwendet. Folgende PCR- 
Zykien wurden benutzt: 3 min bei 95°C, 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 72°C und 5 min bei 
72°C. Insgesamt wurden 35 Zyklen durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wurde mit 5 U/25 ul 
BstN1 (NEB, SchwalbachrTaunus) 1 Stunde bei 60°C inkubiert. Die DNA-Fragmente des 
Restriktionsverdaus wurden durch ein 12%iges Polyacrylamidgel getrennt und mit Ethidi- 
umbromid angefarbt. Das 388 Arg-Allel ist durch zwei Fragmente von 80 und 29 bp Grosse 
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charakterisiert, wahrend das 388 Gly-Allei durch ein einziges 109 bp grofies Fragment an- 
gezeigt wird. Jeder genotypische Analyse wurde dreimai wiederhoit. 

DNA-Sequenzierung von PCR-Produkten. Zur Sequenzanalyse der Transmembran- 
domane des FGFR-4 wurden die PCR-Produkte in den Bluescript-Vektor kloniert. Dazu 
wurde eine PCR-Reaktion wie bereits beschrieben durchgefuhrt. Folgende Primer wurden 
verwendet: sense-GGGAATTCGACCGCAGCAGCGCCCGAGG; cc-sense-GCTCT 
AGAAGAGGGAAGAGGGAGAG. Die PCR-Produkte der Klonierung von FGFR-4 Arg388 /wt 
konnten direkt im Vektor pcDNA3 sequenziert werden. Die DNA-Sequenzierung von 
Plasmid-DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode durchgefuhrt. Nach dem Annealing 
des T/-Primer an die Plasmid-DNA erfolgte die Sequenzreaktion mit T/-DNA-Polymerase 
(Pharmacia, Freiburg). Die Produkte der Sequenzreaktion wurden dann auf einem dena- 
turierenden 5 %igen Poiyacryiamidgel (7,5 M Harnstoff; 1 x TBE) getrennt und nach dem 
Trocknen auf Rontgenfilmen exponiert (siehe Fig.3). Hieraus ergaben sich die DNA- 
Sequenz des Wildtyps als auch der Mutation. 

Immunprazipitation und Western-Blot-Analyse. 2,2 • 10 6 Zellen wurden auf 10 cm 
Petrischalen ausgesat und uber Nacht inkubiert. Dann wurde das Zellmedium durch 
Medium ohne fotales Rinderserum ersetzt und weitere 24 h inkubiert. Zur Stimulation 
wurden die Zellen 10 min mit 50 ng aFGF/ml inkubiert, zweimal mit kaltem PBS gewa- 
schen und auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit 300 pi kaltem Lysispuffer (1 % w/w NP- 
40; 1,25 % w/v Natriumdeoxycholat; 0,1 % w/v SDS, 0,15 M NaCl; 0,01 M Natriumphos- 
phat, pH 7,2; 2 mM EDTA; 10 mM Natriumfluorid; 1 mM PMSF; 20 (jg/ml Aprotinin; 1 mM 
Orthovanadat; 10 mM Natriumpyrophosphat) bei 4°C 15 min inkubiert und das Lysat durch 
Zentrifugation (13000 upm) bei 4°C geklart. Zur Proteinwertbestimmung wurde der Mikro- 
BCA-Protein-Assay (Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Immunprazipi- 
tation wurden die Zelliysate auf eine gleiche Proteinmenge eingestellt und dann mit 0,5 pg 
Anti-FGFR-4 (Santa Cruz) und Protein-A-Sepharose (Pharmacia Freiburg) 18 h bei 4°C 
auf einem Drehrad inkubiert. Die Immunkomplexe wurden 4 mal mit kaltem HNTG (20 mM 
HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X100; 10 % Glycerin; 10 mM Natriumpyro- 
phosphat) gewaschen. Zur Probenvorbereitung wurden die Immunkomplexe mit 50 pi 3 x 
Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 99°C inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden 
auf einem 7,5 %igen SDS-PAGE getrennt (siehe Figur 1). 
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Fur Western-Blots wurden die durch SDS-PAGE getrennten Proteine auf Nitrozellulose 
transferiert. Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkuba- 
tion fur 2 h mit TBS-T/0,25 % Gelatine (10 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,15 M NaCI; 0,05 % 
Tween20) bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit primaren Antikorpern erfolgte 
6 h bei 4°C auf einem Kippschuttler. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden dann 
durch 4 mal Waschen mit TBS-T/0,25 % Gelatine entfernt. Die Bindung sekundarer Anti- 
korper erfolgte 1 h bei Raumtemperatur. Durch einen weiteren Waschschritt wurden die 
unspezifisch gebundenen sekundaren Antikorper entfernt. Immunkomplexe wurden durch 
den ECL™-Kit (Amersham, Braunschweig) nach Angaben des Herstellers sichtbar 
gemacht. 



Statistische Methoden. Statistische Berechungen wurden mit Hilfe der Statistik- 
programme MedCalc (MedCalc Software, Belgien) und Epilnfo 6.04b (CDC, Atlanta, 
Georgia) durchgefuhrt. Urn die Correiationen zwischen den Genotypen in den verschiede- 
nen Patientengruppen und den klinischen Daten zu bestimmen, wurden eine Odds-Ratio, 
das Konfidenzinterval! (CI) und eine statistische Signifikanz (P-value) berechnet. 
Wegen der geringen Anzahl von 388 Arg-homozygoten Patienten wurde diese Gruppe fur 
die statistischen Berechnungen mit der Gruppe der 388 Arg-heterozygoten Patienten verei- 
nigt. 



Nachweis von FGFR-4 in Tumorzellinien. Tabelle 1 zeigt die Korrelation zwischen der 
Expression von RTK und Brustkrebs. Es tritt eindeutig gehauft eine Expression von RTK 
bei Zellinien aus Brustkrebs auf, wahrend keinerlei Expression bei Zellinien normaler 
Brustepithelialzellen nachweisbar ist. 

TABELLE 1 

Nachweis von FGFR-4 in Brustkrebs-Zellinien 



Brustkrebs-Zel I i nien 


Northern Blot 




FGFR-4 


1 HTB-30 (SK-BR-3) 


++ 


2 HTB-122 (BT-549) 




3 MCF-7 


+ 


4 BT-483 


+++ 


5 T-47D 


+ 



• 
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6 ZR-75-1 


+++ 


7 MDA-MB-468 


- 


8 MDA-MB-453 


++++ 


9 MDA-MB-361 


++++ 


10 MDA-MB-415 




11 MDA-MB-231 




Normale BrusteDithelial-Zellinien 




12 HBL-100 




13 MCF-10A 





Leaende: 

-: keine Expression 
+: Expression 
++: starke Expression 
+++: sehr starke Expression 
++++: extreme Expression 



Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daft die G388R-Mutation auch bei Zellinien anderer Krebs- 
arten auftritt und mit diesen korrelierbar ist. Bei gesunden Epithelial-Zellinien ist die Muta- 
tion nicht nachweisbar. 



TABELLE 2 



Mutation FGFR-4 G388R in verschiedenen anderen Tumorzellinien 



Probe aenomische DNA cDNA 

Glioblastom 

U-138 -'- 
U-373 

U-172 -I- 
U-118 -r 
SF-763 

U-1240 */* 
T-98G m- 
U-937 
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Neuroblastom 

SK-N-SH ./* 

SH-SY-SY ./* 

Gebarmutterkrebs 

OAW-42 -/* 

PA-1 ./- 

Caov-3 ./- 

Squamous 

Hlac-78 ./. 

Hlac-79 ./. 

Scc-4 ./- 

Sec- 10a ./- 

Sec- 10b ./. 

Sec- 17a ./- 

Sec- 17b ./- 

Scc-22a */* 

Scc-22b */* 

HaCat ./- 

FaDu ./_ 

normale Baistepithelial-Zellinien 

HBL-100 ./. 

MCF-10A -/. 



Leaende: 

-/- homozygot unmutiert 
*/- heterozygot mutiert 
*/* homozygot mutiert 
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-/* 
-/* 

-/* 
-/- 
-I- 

-/- 
-/- 
-/- 
-/- 
-/- 
-/- 
-/- 
V* 

-/- 
-/- 

-/- 
-/- 



Nachweis der FGFR-4-Mutation G388R in Biopsien. Tabelle 3 zeigt demnach, da(i von 
61 untersuchten Patientinnen mit Brustkrebs aus St. Petersburg 56 % die G388R-Mutation 
trugen, davon 45 % heterozygot und 1 1 % homozygot. Von den 69 untersuchten Brust- 
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krebspatientinnen aus MQnchen trugen 43 % die G388R-Mutation, davon 32 % hetero- 
zygot und 1 1 % homozygot. Der Anteil der Gesamtprozentzahl der Mutation bei Patientin- 
nen aus St. Petersburg bzw. Munchen ist unterschiedlich. Dies legt nahe, daft es sich bei 
der G388R-Mutation urn eine Keimbahnmutation handelt. 

TABELLE 3 

Nachweis von FGFR-4-Mutation G388R in Biopsien 

Proben aus Brusttumoren 



aus St. Petersburg 



aus Munchen 



Probe 


gen. DNA 


Probe 


19 102T 


/- 


coon T 
Doo/ 1 


20 102 N 




Dbuy i 


21 103 T 


* t 

h 


oyzb l 


22 103 N 


/- 


y4oo i 


23 2 T 


•k jit 




24 2 N 


* lit 
1 


1Uo4/ 1 


25 12 T 


-/- 


TUOOO 1 


26 12 N 




1 UDO 1 1 


27 13 T 


-/- 


10781 T 


28 13 N 
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102 100 N 

103 101 T 7- 

104 101 N 7- 

105 102 T (#20) 7- 

106 102 N (#19) 7* 

107 103 T (#22) */- 

108 103 N (#21) 

109 104 T */- 

110 92 T *r 

1 1 1 65 T 

112 52 T 7- 

113 35 T */- 

114 33"A"T 7- 

115 33"B"mts. 7- 

116 30 T */- 
134 30N 7- 

117 27T 7* 
133 27 N 7* 

118 24 T 7- 

119 10 T */- 
132 10 T */- 

120 3 T -I- 

121 90 T -/- 

122 90 N 

123 80T -/- 

124 80 N 

125 81 T -/- 

126 58 T -/- 

127 51 T 7- 

128 51 N 

129 44 T 7- 

130 44 N 



14724/93 turn -/- 

14879/93 turn #1 -/- 

14879/93 turn #2 -/- 

15645/93 turn -/- 



Korrelation zwischen der FGF R-4-G388R-M utation und dem Nachweis von FGFR-4- 
Expression. Aus der folgenden Tabelle 4 geht hervor, dad die G388R-Mutation 
(genomische DNA und cDNA) nur dann auftritt, wenn eine Expression und/oder verstarkte 
Expression auftritt. Die Mutation ist weder in den normalen Brustepitheliai-Zellinien noch 
bei den Brustkrebs-Zeliinien nachweisbar, bei denen keine RTK-Expression gefunden 
wurde. 

Die Zellinie MDA-MB 453, deren RTK-Expression besonders ausgepragt ist, zeigt eine 
homozygote G388R-Mutation. 
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TABELLE 4 



Korrelation zwischen der FGFR-4-G388R-Mutation und dem 
Nachweis von FGFR-4-Expression 



Rn iQ+Urohc-^^IIinion 
i— )» uoirvi cuo ^.ciiii iitsi 1 


Nortnern blot 


Mutation 




FGFR-4 


cDNA 


gen. DNA 


I n I D-oU (or\-DK-j ) 


++ 


+/+ 


+/+ 


2 HTB-122 (BT-549) 




-/- 


-/- 


3 MCF-7 


+ 


+/- 


+/- 


4 BT-483 


+++ 


+/- 


+/- 


5 T-47D 


+ 


+/- 


+/- 


6 ZR-75-1 


~ 1 T 


+/- 


+/- 


7 MDA-MB-468 




-/- 


-/- 


8 MDA-MB-453 


++++ 


+/+ 


+/+ 


9 MDA-MB-361 


++++ 


+/- 


+/- 


10MDA-MB-415 




-/- 


-/- 


11 MDA-MB-231 




-/- 


-/- 


Normale BrusteDithelial-Zellinien 








12 HBL-100 




-/- 


-/- 


13 MCF-10A 




-/- 


-/- 



Leaende: 

-: keine Expression 

+: Expression 

++: starke Expression 

+++: sehr starke Expression 

++++: extreme Expression 

-/-: keine Mutation 

+/-: heterozygot mutiert 

+/+: homozygot mutiert 
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Untersuchung der Korrelation zwischen dem Auftreten der FGFR-4-Mutation G388R 
und dem Status der Lymphknoten-Metastasierung bzw. der rediviv-freien Uber- 
lebenszeit. 

Die Tabelle 5 zeigt die klinischen Parameter aller Patienten, die an der Untersuchung zur 
Rolle der G388R-Mutation in der Tumorgenese von Brustkrebs teilgenommen haben. Es 
zeigt sich, daft Patienten mit einer G388R-Mutation eine schlechtere Langzeitprognose 
haben, als Patienten ohne G388R-Mutation. 



WO 99/37299 



26 



PCT/EP99/00405 



m 

LU 



c 

0) 
(0 

■o 

c 

o 

c 

CD 

(0 
CL 

CD 

O 

*E 



-J JUL 

0) 
Q 
> 



o 

u. 

CD 
u. 



P-Rec 


O) 






CN 


Oi 


o 


CN 


o 


o 


CO 


o 




o 


CM 




CN 


o 


CN 


CN 


o 


o 


Oi 






CM 


CM 


o 


o 


o 


CD 


a 


I E-Rec 


CNJ 






CM 


CO 


o 


CO 


CJ) 




o 


o 


CD 


o 






CN 


o 


CM 


CM 


Oi 


o 


CD 


00 




CN 


CO 


o 


o 


o 


CM 




Men 


CNJ 






CN 


CN 


CM 


CN 


CO 


CN 




CM 


CN 


CN 


CN 






CN 


CN 


CN 


CN 


CN 


CN 


CN 


^_ 


CN 


CM 




CN 


CO 


CN 


CM 


Grade 


CNJ 






CN 


CN 


CO 


CN 


CN 


CM 


CN 


CO 


CN 


CM 


CO 


CM 


CN 




CN 


CN 


CN 


CO 


CN 


CN 


CN 


CO 


CN 


CN 


CO 


CO 


CN 


CM 


Nod. 


o 




o 


^~ 






O 


o 












o 




O 


O 




O 


O 


O 


O 


O 


O 




O 


O 


o 


o 


*- 


O 


stage 


o 






CN 


CN 


CM 


XJ 


CN 


XI 


CO 


CN 


CN 


CM 


CN 


CN 


CN 


CM 


CN 


-Q 


CN 


CN 


_Q 


O 


o 


CN 


CN 


CN 




o 


O 


-Q 


S 








CO 


CN 


CO 








LO 




CM 


CO 


00 




CO 


LO 


r^- 






LO 


LO 








CO 


LO 


Oi 








<E 








CO 


co" 

CO 


oi 


oi 


co" 




CO* 


CD 




LO* 
CD 


CO 
CD 


CO 


CM 
LO 


oi 


LO 
CD 


CO 






CD 


o 

LO 


co 


CM 
CO 




CO 


LO 


o 

LO 


CD 
LO 


CO 


Uberleb 


CD 
LO 


CNJ 


CO 
CM 


CO 


CO 
CO 


CO 
CO 


o 

CO 


CO 
CO 


oo 


CO 
LO 


CO 


CO 
CO 


CO 
LO 


LO 
CO 


co 


CN 




LO 




oi 


Oi 


Oi 


CO 
CD 


, »— * 

Oi 


LO 
LO 


N- 


I s - 


CD 


CN 


CO 
CO 


Oi 
o 


UBERRE 


05 
LO 


I s *- 
CNJ 


CO 
CM 


CO 


CO 
CO 


CO 
CO 


o 
co 


CO 
CO 


CO 


CD 
LO 


CO 


CD 
CO 


CO 
LO 


LO 
CD 


oo 


CN 




1^ 
LO 






Oi 


O 


CO 

VL/ 


o 


LO 

U J 


N- 
LO 


o 


CD 


CN 


CO 


Oi 

o 


TODDAT 






































03.87 














04.93 
















































CO 
CN 














LO 
CN 












Vers 


O 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


O 


o 


O 




o 




o 


o 


o 


o 


o 


O 




o 


O 


o 


o 


o 


REZDAT 
































































M/R 


O 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


O 


o 


o 


o 


o 


o 


EDAT 


.02.97 


.07.94 


.04.94 


.06.97 


.03.96 


.03.96 


.06.97 


.03.96 


.06.97 


.03.97 


.08.97 


03.95 


06.97 


06.93 


02.92 


02.92 


CO 
CM 


CN 

Oi 

CM 
O 


03.87 


01.94 


01.94 


01.94 


CN 
Oi 

CO 

o 


01.94 


CN 

Oi 

CO 

o 


04.93 


06.93 


Oi 
CN 

o 


04.92 I 


CN 
Oi 

CM 

O 


Oi 
CM 
O 


CD 






CO 

o 


CO 
CN 


o 


LO 


o 

CO 


o 


o 

CO 


CD 
CN 


90 


CD 
CM 


Oi 


Oi 
CN 


CO 

o 






CN 
CN 


CO 
CN 


CM 
CN 


CN 
CN 


CM 
CN 


LO 
CM 


CD 
CN 


CO 

o 


LO 
CN 


CO 

o 


o 


CM 
O 


O 
CN 


^* 

o 




CNJ 
O) 


CNJ 
Oi 


CM 
P 


CO 

p 


CO 

a> 


CO 
P 


CN 
O) 


CO 
Oi 


CO 
Oi 


CN 
p 


CO 
Oi 


CM 
P 


CN 
Oi 


co 
cq 


LO 
CO 


CD 
CO 




CO 


CD 
CO 


CD 
CO 


CO 


CD 
CO 


CD 
CO 


CD 
CO 


CO 


CO 
CO 


cq 


r*- 

CO 


CO 
CO 


CD 
CO 


CO 




CO 

p 


o 


O 


LO 
O 


CO 

p 


CO 

p 


CO 

o 


CO 

p 


CO 

o 


O 


CO 

p 


oi 
o 


O 


o 


CM 

o 


CN 
O 




LO 

o 


LO 

o 


CD 
O 


CD 
O 


p 


o 


zo 


p 


o 


p 


o 


oi 
o 




cn 

x — 


o 


CO 


CM 


oi 

CM 




CO 


CM 


o 

CO 


oi 

CN 


oi 

CM 


CO 


CM 

o 


o 

CO 


oi 


oi 


CO 

o 


CM 
CN 




CO* 
CM 


CO 
CN 


oi 


oi 


CM 


CO 
CM 


o 

CO 


CN 




CO 


CO 

o 


CN 
CM 


LO 

CM 


CM 


LLI 


cd 


CD 


CD 


CD 


(3 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


o 


CD 


CD 


CD 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G 


G/G | 


o 


CD 


c5 


CD 


CD 


CD 


cd 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


Her2 






o 




o 


+ 

CN 






+ 


o 




+ 

CO 


+ 




4- 

co 


+_ 




o 


+ 


+ 

CM 


o 




o 


+ 

CN 


+ 




o 


+ 




o 


+ 

CM 


PathoNr. 


489292 


617792 


639792 


724493 


914593 


935493 


963392 


979693 


979893 


1034792! 


1323293 


1331693 


1564593 


78692 


mem 


273690 


725289 


729991 


733290 


826790 


867191 


988590 


991790 


1031190 


10333911 


1055592 


1101191 


1426491 


I 15604921 


1605790 


I 1641488 



WO 99/37299 



%1 



PCT/EP99/00405 



CM 



CM 



CO 



CO 



00 



CO 



CO 



CM 



CO 



CO 



CO 



CM 



CO 



00 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CO 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CO 



CM 



CM 



CO 



CO 



CO 



CM 



CO 



CO 



CM 



CO 



CO 



CM 



CM 



CM 



CO 



CM 



CO 



CM 



CM 



CO 



CO 



CO 



CO 



CO 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



O 



CM 



CM 



CM 



CO 



CM 



CM 



CM 



CM 



O 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CM 



CO 



CM 



CM 



LO 



CD 



LO 



CM 

CO 
LO 



LO 
LO 



CO 



CO 



CD 



LO 



CO 
CO 



CM 



CO 



00 



LO 



CM 



CM 



CD 



CM 



o 

00 



CO CO 



CO CD 

o 



CO 
CO 

o 



CD 

o 

CO 
CM 



CO 



LO 



LO 



CO 



CO 



CO 



CM 



CM 



LO 



CO 



LO 
CM 





CO 


o 


00 


CD 


cd 




o 


XT 


o 




O 


CD 


CO 








CM 



CD 
CO 

cd 
o 

CO 



CO 
CO 

CO 

o 



CD 
CM 



O 
CD 

CM 
O 

CM 
CM 



co o 

CO CD 



CO 



oo 

CO 

o 
o 

CO 



CD 



CO 



o 

CD 
CD 
O 
CO 



CD 
CO 

CO 

o 

CO 



CO 

co 
o 



CD 



CM 
CD 

CM 
O 
CO 



CM 
CD 

CM 
O 
CO 



CM 
P 

CO 

o 



CD 
O 

o 

CM 



CO 



o 

CD 
O 
CM 



CD 
CO 

CD 
O 
CO 



CO 
CO 

CO 

o 



LO 
CO 

o 

CO 
CM 



LO 

CO 

CO 

o 
o 

CO 



CO 



CD 

co 

CO 

o 

CO 

o 



LO 
CO 

00 

o 

CD 
CM 



LO 
00 

CM 



CM 



CO 
CO 

o 
o 

CM 



CO 
CO 

CO 

o 



LO 
CO 

CO 

o 
o 



OlO 



01 01 01 
O 



01 



oc 



oo 



01 

oo 



oiai 
o 



CO 



CO 



CM 



01 

o 



co 



CM 



CM 



O CO 
CO CD 



CD 
CO 
CO 
CM 



CD 
CO 

o 



CO 



o 

CD 
CO 
CM 
CD 



CD 
0O 
CM 
CD 
CD 



CM 
CD 
O 
CO 

co 



CD 
CO 
CM 



WO 99/37299 



28 



PCT/EP99/00405 



1 P-Rec 1 












CD 




CO 


CO 


CN 


j 


cc 


) cc 


> cc 


> c 






■ a 


> 


c 


) c 


) o 


E-Rec 




o 


CM 


CN 








CO 




cc 




cc 


) CN 


i c: 


> c 


> 


en 


) c 




cc 


c 


) o 


Men 




CM 


CO 


CM 


CM 


CM 


CM 


CM 




CNJ 


CM 


CM 






CN 




CN 


t- 


CN 


CN 


CN 


1 CM 


Grade 




CM 


CO 


CM 


CO 


CO 


CO 


CO 


CM 


CM 


CO 


CNJ 


co 


CN 


CO 




C\ 


CO 


CO 


CO 


CO 


CO 


Nod. 




CM 




CM 


o 




CM 


T~ 






^- 


o 


o 


O 


t— 


o 


o 






CM 






stage 




CM 


o 


CM 


CM 


CM 


^- 


CM 


CM 




CM 


CM 


CM 


o 


CM 




o 


CO 


CM 


.Q 


CM 


CM 


Alter 




CO 
LO 


49.9 


51.7 


LO 


79,4 


81.4 


67,3 


45,3 


81.2 


CO 


55.2 


LO 

O 
LO 


45.3 


CO 

CO* 
CO 




61.5 


43.1 


68.1 


ai 

LO 


47 4 


LO 
LO 


Uberleb 


LO 


CO 


CO 
LO 


CM 
CO 


CO 
CM 


CD 
CO 


CO 

00 




CO 


CO 
N» 


CO 


CM 
CO 




CM 
CO 


o 

CO 


CO 
CO 


LO 
LO 


CO 
CO 


CO 




CM 


o 


UBERRE 


LO 


LO 


N- 

CO 


CO 
CM 




CO 
CO 


CM 
LO 




co 

CM 


CO 


LO 


CO 
CO 




CM 
CO 


o 

fO 


CO 

<• J 


LO 
LO 


CD 
CO 


CM 


o 


CO 


LO 


TODDAT 




10.09.94 




02.07.88 


15.12.84 




27.03.91 


01.07.95 






01.05.93 
















24.04.86 


4.4.93 


11.07.94 


23.07.87 


Vers 


o 










O 


T— 




O 


o 


T — 


o 




O 


o 


o 


O 


o 










REZDAT 


29.11.96 


16.08.94 


17.08.95 


23.06.88 


1 29.02.84 


25.09.95 


31.12.89 


01.07.95 


09.09.94 


05.11.91 


15.01.93 


3Q.11.89 














CD 
CO 

o 

CO 
CM 


10.04.92 I 


17.08.93 


07.05.87 1 


M/R 




























O 


o 


o 


o 


o 










1 BEDAT 


29.11.96 


10.09.94 


26.11.96 


CO 
CO 

o 

CM 
O 


CO 
CM 

LO 


22.10.95 


27.03.91 


01.07.95 


30.07.96 


21.02.92 


01.05.93 


20 t Q2.92 




20.04.94 


21.02.92 


07.09.96 


CM 
CO 

CM 
O 

ai 

CM 


13.10.93 


CD 

oo 
o 

CM 


CO 
CO 

o 
o 


11.07.94 1 


23.07,87 | 


OPDAT 


29.05.92 


03.06.93 


29.06.92 


29.07.86 


05.08.83 


20.07.92 


22.08.85 


04.08.92 


12.08.92 


16.10.85, 


17.09.92 


11.12.86 




10.02.89 


28.02.87 


CO 
CO 

CO 

o 

ai 
o 


01.08.87 


20.08.86 


27.01.84 


13.04.92 


08.07.92 


10.12.861 


GEN 


G/R 


G/R 


G/R 


G/R 


QL 
CD 


G/R 


cl 
(3 


G/R 


G/R 


G/R 


G/R i 


or 
o 


CL 

<5 


R/R 


R/R 


cl 


R/R 


R/R 


R/R 


R/R 


cl 


R/R 1 


Her2 


o 




+ 

T — 


o 




+ 

CM 


+ 

CM 


+ 

CM 


o 


+ 

CM 


+ 

CM 








+ 

CO 




+ 

CO 






+ 

CO 


CM 


+ 

CO 


PathoNr. 


807492 


848193 


955692 


1022090 


1054987 


1078192 


1079689 


1169792 


1216692 


13146891 


1391992 


1696290 


920891 


213593 


313791 


878693 


1107391 


1125690 


120788 


560992 


1008692 


1 16864901 



CO 

C o> 
3 cO 

< « fl 

^= * £ 

CC E a> n 
fen Big 

Q-2 E 3 

o ~ 
c 

© ■= 



- H < Q Q 
2 ' QNQ 
UJ O LU LU O 
O CQ CL H- 



c 
a> 

o 
c 

Id E 
© -J 

Nl C 
CO CD 

c -5 
a) Z. 
.a £ 

CD 

C CD 

Q) CD — • 

CQ IS c 
UJ 

CL 

LU t5 »' 

CQ o o 

O 2 



c 
o 

2 cL 

gLU 

<d a> 
c "co 

o -C 

i- O 

CD :o 

ft" 
2™ 

£ 7 



CO 

■o 



C CO 
O CD 
CO Q. 

£ UJ 

_ s-g 

(D LU-§ 



^ o 

c 2 « 
a) ^ c 



. - o 
« .2 

^ CO 

cl a> 

N g" 

® III 

I u_ 

cni a) 



c 

co 11 

<D CO CD 
"CJ , 5 

o c 5- 
> o O 
© to w 

co CO CD 

c a) "o 

.2 a. c 
co x £ 
<o LU -2 

l2J£ 

<N II Q 
CL 
O 



S| OO Q. 



> 
*N 

a> 

CD 
C 

o 

CD 
N 
CO 
C 
CD 
-O 

CD 

o 
lii 

CL 
CL 
LU 
CD 
O 



ii 



CD 
C 

11 CD 

O — ' 

. - II 

> ^_ 

"n c 

CD 

CL g 



cn 



ii 



c o 
3 . _ 

c: 

CD 

CO _Q 

iS & 

CO — 
CD « 

"5 « 
2 > 

of 2 



CO 

c 

w 

CD 

C 

£ 

CD 
CO" <D 

If 

Z3 CD 

h- cn 

CO II 

C03 
CO 

Oi.2 
C Nl 
3 C 

CD £ 

ciE 

CDQ 

^ CD 

¥: 

Q ro 

0) ^ 
it 

cc 

O 



o 
"co 

CO* Q_ 

5lu 

U CO 

CD jC 

C* tO 
CO CD _c 

■ 

c co 
.2 £ 

CO Q. 
^ X 

£lu 

- CD || 

CO fy 

CD "ro 
"co LU 



CO 

CD 
■Q 
CD 

O 

O 

CD 



WO 99/37299 



29 



PCT/EP99/00405 



Aus Fig. 4 geht hervor, daft die G388R-Mutation in Patienten, die zur Zeit der ersten Be- 
handlung bereits Metastasen in den Lymphknoten aufwiesen, in einer grofteren Anzahl zu 
finden ist. Von den Patienten mit einer G388R-Mutation hatten 62.7 % Lymphknoten- 
Metastasen, wahrend von den Patienten ohne G388R-Mutation nur 38.2 % Metastasen in 
den Lymphknoten zeigten. Da der Status der Lymphknoten-Metastasen ein wichtiger 
prognostischer Marker zur weiteren Unterscheidung von Tumoren mit einer schlechteren 
und solche mit einer besseren Prognose darstellt, kann aus diesem Ergebnis geschlossen 
werden, daft die G388R-Mutation in den untersuchten 85 Patienten zu einer starkeren 
Tumorprogression fuhrt. 

Aus Fig. 5 ist ersichtlich, daft in der Gruppe der untersuchten Patienten die Rezidiv-freie 
Oberlebenswahrscheinlichkeit sehr viel geringer fur diejenigen mit einer G388R-Mutation 
ist, als fur solche Patienten die keine G388R-Mutation aufweisen. Wahrend von den Pa- 
tienten mit einem Rezidiv 74.4 % den 388R-Genotyp besitzen, haben nur 25.6 % den 
388G-Genotyp. Dies zeigt, daft Patienten mit der G388R-Mutation schneller ein Rezidiv 
bekommen, also nicht erfolgreich therapiert werden konnten. 

Zusammenfassend laftt sich feststellen, daft die FGFR-4-Mutation G388R zu einem 
2,7fach (OR=2,7; CI: 1 ,02<OR<7,4) erhohten Risiko von Metastasenbildung in den 
Lymphknoten und zu einem 5,44fach (OR=5,44; CI: 1,93<OR<7,4) erhohten Risiko eines 
Tumorrezidives fuhrt. Patienten mit einem mutierten FGFR-4-Aliel (G388R) scheinen also 
eine Predisposition zu einem Tumorrezidiv und damit eine schlechtere Krankheits- 
prognose zu haben. 
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Patentanspruche 

1 . Verwendung von mindestens einem Inhibitor einer Rezeptortyrosinkinase (RTK) fur 
die Behandlung und/oder Prophylaxe von RTK-Uberfunktions-bedingten Beeintrachti- 
gungen, insbesondere von Krebs. 

2. Verwendung gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft der Inhibitor ein 
Kinase-inaktiver Rezeptor ist. 

3. Verwendung gemaft Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
eine Uberexpression und/oder veranderte Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase er- 
niedrigt und/oder inhibiert wird. 

4. Verwendung gemaft Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die Uberexpression 
und/oder veranderte Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase durch eine Mutation des 
FGFR-4 ausgelost wird. 

5. Verwendung gemaft Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft es sich bei der 
Mutation um eine oder mehrere Punktmutationen handelt. 

6. Verwendung gemaft Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutation(en) in 
der Transmembrandomane von FGFR-4 auftritt. 

7. Verwendung gemaft Anspruch 5 oder Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Mutation(en) zu einem Austausch einer hydrophoben gegen eine hydrophile Amino- 



8. Verwendung gemaft einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Punktmutation an AS-Position 388 im FGFR-4-Molekul auftritt. 



saure fuhrt. 



9. 



Verwendung gemaft einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Punktmutation an AS-Position 388 zu einem 
Austausch von Glycin gegen Arginin fuhrt (G388R). 
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10. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft-die Mutation(en) Keimbahnmutationen sind. 

1 1 . Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche fur die Behand- 
lung von Krebs und/oder auf Hyperproliferation und/oder Invasion zuruckzufuhrende 
Erkrankungen, insbesondere von Carcinomen, insbesondere durch Inhibition der 
Metastasenbildung. 

12. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden AnsprQche fur die Behand- 
lung von Brustkrebs. 

13. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Squamous-Zell-Carcinomen. 

14. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 1 fur die Behandlung 
von Glioblastomen. 

15. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Neuroblastomen. 

16. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 fur die Behandlung 
von Gebarmutterkrebs. 

17. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspruche 1 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Inhibitor einen FGFR-4, vorzugsweise einen mutierten FGFR-4, 



18. Mutierter FGFR-4, der zu einer Oberexpression und/oder veranderten Aktivitat des 
Rezeptors in Zellen fuhrt. 



hemmt. 



19. 



Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dad eine hydro- 
phobe Aminosaure im Wildtyp-Rezeptor gegen eine hydrophile Aminosaure im mutier- 
ten Rezeptor ausgetauscht wurde. 
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20. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18 Oder 19, cladurch gekennzeichnet, da(i die 
Mutation eine Punktmutation ist und vorzugsweise in der Transmembrandomane 



21. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft die Punktmuta- 
tion an Position 388 auftritt, und vorzugsweise ein Glycin durch Arginin ersetzt wird. 

22. DNA-Molekul, umfassend eine Sequenz, die fur einen mutierten FGFR-4 nach einem 
der Anspruche 18 bis 21 kodiert. 

23. RNA-Molekul, umfassend eine RNA-Sequenz, die fur einen FGFR-4 nach einem der 
Anspruche 1 8 bis 21 kodiert. 

24. Verwendung der Sequenzen gemafi einem der Anspruche 22 und 23 in einer 
Diagnose von Krankheiten, insbesondere von Krebs. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dali die Sequenz spezi- 
fisch die Punktmutation an Position 388 des FGFR-4 detektieren kann. 

26. Diagnoseverfahren, insbesondere zur Differentialdiagnose von Krebs, umfassend den 
Schritt des Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins oder eine Nukleinsaure, 
kodierend hierfur, in einer Patientenprobe. 

27. Diagnoseverfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi Nukleinsaure 
des Patienten mit einer DNA und/oder RNA in Kontakt gebracht wird, so da(J ein 
Signal erhalten wird, das die Anwesenheit und/oder Abwesenheit von mutiertem 
FGFR-4 anzeigt, und/oder Nukleinsaure des Patienten mit PCR amplifiziert und 
anschliefiend mit einem Restriktionsenzym gespalten wird, dessen Erkennungs- 
sequenz von der Mutation betroffen ist und/oder Protein des Patienten wird mit einem 
Antikorper in Kontakt gebracht, der spezifisch ist fur das mutierte Protein. 



auftritt. 



28. Verfahren zum Screenen auf das Vorliegen einer genetischen Predisposition fur das 
Auftreten von Krebs und/oder anderen Erkrankungen umfassend den Schritt des 
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Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins oder einer Nukleinsaure, kodierend 
hierfur, oder einer amplifizierten FGFR-4-Nukleinsaure, in einer Patientenprobe. 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den Inhibitor nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 17. 

30. Screeningverfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivitat, 
wobei der Rezeptor nach einem der Anspruche 18 bis 21 mit potentiellen Inhibitoren in 
Kontakt gebracht wird und die Tyrosinkinaseaktivitat in Abwesenheit und/oder Anwe- 
senheit des Inhibitors ermittelt wird. 

31. Mutierter FGFR-4, vorzugsweise nach einem der Anspruche 18 bis 21, als Target in 
der Krebstherapie 



32. 



Antikorper, der mit einem mutierten FGFR-4-Protein nach einem der Anspruche 18 bis 
21 spezifisch reagiert. 
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Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



WO 97 13771 A (GLAXO GROUP LIMITED) 

17. April 1997 

siehe Seite 44 - Seite 52 

MOHAMMAD I M ET AL: " STRUCTURES OF THE 
TYROSINE KINASE DOMAIN OF FIBROBLAST 
GROWTH FACTOR RECEPTOR IN COMPLEX WITH 
INHIBITORS- 
SCIENCE, 

Bd. 276, Nr. 5314, 9. Ma1 1997, Seiten 
955-960, XP002065235 
in der Anmeldung erwahnt 

WO 98 24432 A (SUGEN INC.) 11. Juni 1998 

siehe Seite 102 - Seite 105 

-/- 



1-3,29 



1-32 



1-3,29, 
30 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



3 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den ailgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■*E" alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentiicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifefhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum emer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafcnahmen bezieht 

"P» Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentiicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritats datum veroffentiicht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglted derselben Patentfamilie ist 
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Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 
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Bevollmachtigter Bediensteter 



Moreau, J 



Formblan PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intet ..onales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/00405 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bez e .chnung der Verottent fichu ng, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden 



Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



WO 98 50356 A (SUGEN, INC. ) 

12. November 1998 

siehe Seite 237 - Seite 264 



1-3,29, 
30 



Formblatt PCT/1SA/21 0 (Fortsettung von Blati 2) ( Juli 1 992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/00405 



Feid I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikei 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstetlt: 



Ansoruche Nr 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namiich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 1-17 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 

2 " ^ weU sTsicr^auf Teile der international Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namiich 



3 ' ^— ' weM P es C sich dabei um abhangige Anspruche handelt die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 I 1 Da der Anmelder alle erforderlichen zusatziichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 

I I Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

0 I 1 Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt w er den konnte^ der 

2 - I I zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer soichen Gebuhr aufgefordert. 

3 I 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatziichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

I I international Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namiich auf die 

Anspruche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatziichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet- Der Internationale Recher- 

1 1 chenbe^cht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; d.ese .st m folgenden Anspruchen er 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspmchs Q Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

j | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch. 
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30-04-1997 










EP 
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02-09-1998 










HR 


960465 


A 


28-02-1998 


wo 


9824432 


A 


11-06-1998 


AU 


7622698 


A 


29-06-1998 


wo 


9850356 
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12-11-1998 


AU 


7684298 
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27-11-1998 










AU 
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Foimtrfatt PCT/ISA/210(Anhang PatenttamilieXJuli 1992) 



KMCED BY 



Patent Claims 



1 . Use of at least one inhibitor of a receptor tyrosine kinase (RTK) for the treatment and/or 
prophylaxis of RTK-hyperfunction-induced disorders, particularly cancer. 

2. Use according to Claim 1, characterised in that the inhibitor is a kinase-inactive 
receptor. 

3. Use according to Claim 1 or Claim 2, characterised in that an overexpression and/or 
altered activity of the receptor tyrosine kinase is lowered and/or inhibited. 

4. Use according to Claim 3, characterised in that the overexpression and/or altered 
activity of the receptor tyrosine kinase is triggered by a mutation of FGFR-4. 

5. Use according to Claim 4, characterised in that the mutation is one or several point 
mutations. 

6. Use according to Claim 5, characterised in that the mutation(s) occurs in the 
transmembrane domain of FGFR-4. 

7. Use according to Claim 5 or Claim 6, characterised in that the mutation(s) leads to an 
exchange of a hydrophobic for a hydrophilic amino acid. 

8. Use according to one of Claims 5 to 7, characterised in that the point mutation occurs 
at AA position 388 in the FGFR-4 molecule. 

9. Use according to one or several of the foregoing Claims 5 to 8, characterised in that the 
point mutation at AA position 388 leads to an exchange of glycine for arginine (G388R). 



10. Use according to one or several of the foregoing Claims, characterised in that the 
mutation(s) are germ line mutations. 
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1 1 . Use according to one or several of the foregoing Claims for the treatment of cancer 
and/or disease attributable to hyperproliferation and/or invasion, particularly carcinomas, 
in particular by inhibition of metastasis formation. 

12. Use according to one or several of the foregoing Claims for the treatment of breast 
cancer. 

13. Use according to one or several of Claims 1 to 1 1 for the treatment of squamous cell 
carcinomas 

14. Use according to one or several of Claims 1 to 1 1 for the treatment of glioblastomas. 

15. Use according to one or several of Claims 1 to 1 1 for the treatment of neuroblastomas. 

16. Use according to one or several of Claims 1 to 1 1 for the treatment of uterine cancer. 

17. Use according to one of the foregoing Claims 1 to 16, characterised in that the inhibitor 
inhibits an FGFR-4, preferably a mutated FGFR-4. 

18. Mutated FGFR-4, which leads to overexpression and/or altered activity of the receptor in 
cells. 

19. Mutated FGFR-4 according to Claim 18, characterised in that a hydrophobic amino acid 
in the wild type receptor has been exchanged for a hydrophilic amino acid in the mutated 
receptor. 

20. Mutated FGFR-4 according to Claim 18 or 19, characterised in that the mutation is a 
point mutation and preferably occurs in the transmembrane domain. 

21. Mutated FGFR-4 according to Claim 18, characterised in that the point mutation occurs 
at position 388, and preferably a glycine is replaced by arginine. 



22. DNA molecule, containing a sequence which codes for a mutated FGFR-4 according to 
one of Claims 1 8 to 21 . 

23. RNA molecule, containing a sequence which codes for a mutated FGFR-4 according to 
one of Claims 1 8 to 2 1 . 

24. Use of the sequences according to one of Claims 22 and 23 in a diagnosis of diseases, 
particularly of cancer. 

25. Use according to Claim 24, characterised in that the sequence can specifically detect the 
point mutation at position 388 of FGFR-4. 

26. Diagnostic procedure, in particular for the differential diagnosis of cancer, including the 
step of the detection of a mutated FGFR-4 protein or a nucleic acid coding therefor, in a 
case sample. 

27. Diagnostic procedure according to Claim 26, characterised in that nucleic acid of the 
patient is brought into contact with a DNA and/or RNA, so that a signal is obtained which 
indicates the presence and/or absence of mutated FGFR-4, and/or nucleic acid of the 
patient is amplified by PCR and subsequently cleaved with a restriction enzyme whose 
recognition sequence is affected by the mutation and/or protein of the patient is brought 
into contact with an antibody which is specific for the mutated protein. 

28. Procedure for screening for the presence of a genetic predisposition for the occurrence of 
cancer and/or other diseases including the step of the detection of a mutated FGFR-4 
protein or a nucleic acid coding therefor, or an amplified FGFR-4 nucleic acid, in a case 
sample. 

29. Pharmaceutical composition including the inhibitor according to one or several of Claims 
1 to 17. 



30. Screening procedure for the identification of inhibitors of tyrosine kinase activity, wherein 
the receptor according to one of Claims 18 to 21 is brought into contact with potential 
inhibitors and the tyrosine kinase activity is determined in the presence and/or absence of 
the inhibitor. 

31. Mutated FGFR-4, preferably according to one of Claims 18 to 21, as target in cancer 
therapy. 

32. Antibody which reacts specifically with a mutated FGFR-4 protein according to one of 
Claims 18 to 21. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.). 

[ [ the international application as originally filed. 

the description, pages *" 32 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 



1-32 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/4-4/4 



, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 

, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



02 September 1999 (02.09.1999) 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



1 1 the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I t0 g 0 b evon d the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-28, 30-32 



29 



1-28, 30-32 



29 



18-23, 29, 31, 32 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 



1-17, 24-28, 30 (see Box V) N q 



Citations and explanations 
1. 



The examination has been carried out on the assumption that 
the priority claim is valid. 



2. If Claim 29 is interpreted in the light of paragraph 3 on 
page 10 of the description, the inhibitors are known from 
(for example) the search report citation MOHAMMAD I et al . , 
Science, Vol. 276, pages 955-960 (1997). 

However, this same document also discloses pharmaceutical 
compositions containing these inhibitors. 

The subject matter of Claim 29 is therefore not novel. 

3. The closest prior art for the remaining claims is 
WO-A-97/13771. 



The compounds described in WO-A-97/13771 are inhibitors of 
the receptor tyrosine kinases c-erbB-2, EGF-R and PDGF-R, and 
are used against cancer and other conditions (see page 7, 
paragraphs 4 and 7, and the claims) . 

The subject matter of Claim 1 of the present application 
differs from the above in that the receptor tyrosine kinase 
is FGFR-4 . 



Since it is not obvious to a person skilled in the art that 
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inhibition of the receptor tyrosine kinase FGFR-4 is also 
appropriate in the treatment of cancer and other conditions, 
the subject matter of Claim 1 and dependent Claims 2-17 
involves an inventive step. 

The subject matter of Claims 18-28 and 30-32 is less closely 
related to that of WO-A-97/13771 and also involves an 
inventive step . 

The PCT contracting states do not have uniform criteria for 
assessing the industrial applicability of Claims 1-17, 24-28 
and 30. Patentability may depend on, among other things, the 
wording of the claims. For example, the European Patent 
Office does not recognise the industrial applicability of 
claims relating to the use of a compound for medical or 
diagnostic purposes. It may, however, allow claims relating 
to the first medical or diagnostic use of a known compound, 
or to the use of such a compound in the preparation of a 
drug or diagnostic agent for a new medical or diagnostic 
application . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Apart from the general reference to the article by 

Mohammadi et al . (page 10, paragraph 3), no specific 
examples of FGFR-4 inhibitors are given. 



In order to meet the requirement of PCT Article 5, the 
inhibitors disclosed in the said document should be specified 
in the description (see PCT Guidelines, Chapter II, 4.17). 

Claim 29 is not clear because it refers to inhibitors 
according to Claims 1-17, which are usage claims rather 
than product claims. 

The same is true of Claim 10 insofar as it refers back 
to Claims 1-3, since Claims 1-3 do not include the term 
"mutation" . 
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